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PROC£d£ D f OBTENTION IN VITRO DE CELLULES INSULINO- 
SECRETRICES DE MAMMIFERE ET LEURS UTILISATIONS. 

5 La presents invention concerne un procede 

d'obtention de cellules insulino-secretrices in vitro, a 
partir de tissu pancreatique . Elle concerne notamment 
l'obtention des cellules insulino-secretrices a partir des 
pancreas de patients atteints de pathologies pancreatiques 
10 et particulierement de diabete. Elle concerne §galement 

1' utilisation de ces cellules pour des preparations 
^ destinies au traitement therapeutique du diab&te. 

La therapie cellulaire off re aujourd' hui 
Q5 d r importantes perspectives dans le traitement du diabete 

7;l (Shapiro AM et al. Islet transplantation in seven patients 

III with type 1 diabetes Mellitus using a glucocorticoid-f ree 

J* immunosuppressive regimen N Engl J Med 343:230-233,2000) Le 

y3 concept du traitement du diabete par la transplantation 

JJiO ectopique de cellules insulino-secrdtr ices a deja ete 

Q valide. Au cours d'une pancr6atectomie totale, l'isolement 

et la greffe intraportal des ilots endocrines du pancreas 
permettent de maintenir une secretion endogene, presque 
physiologique, d' insuline et le maintien de 1' homeostase 
25 glucidique pendant plus de dix ans (Pyzdrowski, K.L., et 

al. Preserved insulin secretion and insulin dependence in 
recipients of islet autografts. New England J.Med. 1992, 
327, 220-226) . 

30 Cependant, malgre de nombreux progres 

techniques, le rendement insuffisant et souvent aleatoire 
de l'isolement des ilots reste un frein majeur au 
developpement de la therapie cellulaire du diabete* 
Aujourd' hui la reunion des ilots provenant de plusieurs 
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donneurs reste le plus souvent necessaire pour greffer une 
masse de tissu endocrine suffisante chez un patient 
diabetique et, 6tant donne le nombre limite de donneurs 
disponibles, 1' utilisation actuelle des Hots de Langerhans 
humains primaires interdit neanmoins tout espoir de 
d£veloppement a grande echelle de la therapie cellulaire de 
cette maladie. 



Ainsi, des nouveaux procedes alternatifs 
d'obtention de cellules insulino-secretrices moins limites 
et utilisables chez l'homme ont et<§ envisages, tels que la 
manipulation genetique de cellules somatiques pour induire 
la synthese d' insuline, 1' immortalisation des lignees 
cellulaires ou encore 1' utilisation de cellules animales. 
Cependant, des inconv£nients subsistent, car d'une part la 
regulation transcriptionnelle coordonnee de la s6cr6tion 
d'insuline est complexe, et d' autre part 1 ' utilisation 
clinique de cellules transformees d' origine animale est 
tres controversee. Par consequent, la conception des 
methodes alternatives d'obtention de cellules insulino- 
secretrices demeure un enjeu majeur dans le cadre de la 
therapie cellulaire du diabete. 



Une autre approche tient compte des travaux 
experimentaux r<Scents qui ont mis en evidence dans le 
pancreas adulte, la presence des cellules souches 
pancreatiques, susceptibles de proliferation et de 
dif f erenciation . 



On connait que le pancreas se forme au cours du 
developpement embryonnaire a partir de l'endoderme (Le 
Douarin, N.M. " On the origin of pancreatic endocrine 
cells'' . Cell, 1988, 53, 169-171) et que les trois types 
cellulaires pancreatiques existants derivent de la 
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proliferation de 1 ' epithelium pancreatique et de sa 
dif f erenciation secondaire en tissu canalaire, endocrine ou 
acineux - 

5 Bien que les mecanismes de dif f erenciation 

entre les differents types cellulaires pancreatiques ne 
soient pas • complfetement dlucides, on connait certains 
marqueurs phenotypiques specif iques de chacun d' entre eux. 
Ainsi, chez le rongeur, comme Chez l'homme, le phenotype 
10 des cellules souches pancreatiques est de type canalaire 

comme le d6montre 1' expression par celles-ci des 
g cytokeratines 20 et 19 (Bouwens L. et al. w Cytokeratins as 

/{^ markers of ductal cell differentiation and islet neogenesis 

ffl in the neonatal rat pancreas ". Diabetes. 1994 r 43, 1279- 

Jd5 128 3 ; Bouwens L. et aL ' x Proliferation an differentiation 

iyj in the human fetal endocrine pancreas Diabetologia, 

llJ 1997, 40, 398-404). 

On connait egalement le phenomene, appele 
1^-20 nesidioblastose, dont le mecanisme demeure inconnu, qui 

O reproduit a 1'age adulte le mode de formation embryonnaire 

des cellules endocrines du pancreas* La nesidioblastose 
n'est pas un phenomene specif ique d'espece, de plus on 
1' observe chez l'homme dans certaines circonstances 
25 pathologiques . La nesidioblastose est egalement frequente 

dans le parenchyme adjacent des tumeurs endocrines du 
pancreas, qu'elles soient sporadiques ou provoquees par la 
mutation d'un gene suppresseur tumoral, dans des neoplasies 
endocrinisnnes . Dans certains cas exceptionnels on peut 
30 meine observer une neosidioblastose diffuse de 1' ensemble du 

pancreas, 

Ces observations suggerent done la persistance 
dans le pancreas mature humain de cellules souches 
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quiescentes presentant un phenotype canalaire et capables 
dans certaines conditions de differentiation endocrine. 

Des procedes de culture in vitro de cellules de 
5 pancreas adulte qui tirent partie de ces observations et 

reproduisent ce phenomene de nesidioblastosis in vitro ont 
deja ete decrits. Par exemple, les demandes de brevet 
europeen EP 758376 et EP 871455 decrivent un procede 
d'obtention de cellules insulino-secr6trices a partir des 
10 preparations pancreatiques de tissu adulte, enrichies en 

cellules souche . 

Cependant, le precede d'obtention de cellules 

|p insulino-secretrices decrit dans ces documents presente 

plusieurs inconvenients. D'une part, il inclut une premiere 

ty etape de culture destinee a enrichir la population 

cellulaire pancreatique, isolee lors de la premiere etape 
du precede, en cellules souches, Cette etape, etalee sur 

y plusieurs semaines, prevoit la culture des cellules 

pancreatiques dans un milieu pauvre en serum de maniere a 

0' eliminer 99% des cellules pancreatiques, dont la plupart 

sont des cellules dif f erenciees exocrines. Le but etant de 
ne maintenir en culture qu'une population cellulaire 
enrichie en cellules souches precurseurs d'ilots. Apres 
25 avoir effectuee cette selection, la faible population de 

cellules souche isoiees subit une etape d' expansion pendant 
plusieurs semaines- La troisieme etape du procede met en 
oeuvre la dif f erenciation des cellules souches en cellules 
insulino-secretrices. Un autre inconvenient majeur inherent 
30 a ce procede reside dans le faible nombre de cellules 

souches que l'on peut obtenir apres avoir eiimin& la quasi 
totalite (99%) des cellules pancreatique dif f erenciees . Ce 
procede d'obtention d'ilobs endocrine in vitro chez le 
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mammif^re adulte reproduit la voie d' embryogenese 
pancreatique telle qu' elle s'effectue in vivo, 

Dans le cadre de la presente invention, les 
5 inventeurs sont parvenus a induire pour la premiere fois in 

vitro une transdif f erenciation de cellules exocrines 
pancreatiques dif f erenciees vers un autre phenotype 
diff&rencie. Cette transdif ferenciation n'est pas basee sur 
la voie phy s iologique emprunt&e par 1' embryogenese 
10 pancreatique in vivo et ouvre ainsi une voie alternative a 

l'obtention de cellules pancreatiques dif f erenciees . 

"isrs* 

%g De maniere tout & fait surprenante r les 

^f; inventeurs sont maintenant parvenus a induire in vitro une 

1^5 d£dif ferenciation des cellules exocrines du pancreas 

adulte, constituant plus de 95% du parenchyme pancreatique, 
Si sous certaines conditions de culture, pour obtenir des 

O cellules dediff erenciees, ci-apres appelees cellules 

precurseurs canalaires. 

£=. Ces cellules precurseurs canalaires, sont & 

leur tour cultivees dans un milieu ad6quat, dans lequel on 
induit une redif ferenciation qui les transforme en cellules 
endocrines, insulino-secretrices . 
25 Dans le cadre de la presente invention on 

entend par : 

Dif ferenciation ; le fait pour une cellule 
d'acquerir une fonction specialis£e. II s'agit du processus 
conduisanb & 1' expression de propriety phenot ypiques 
30 caracteristiques d'une cellule f onctionnellement mature in 

vivo . 

Redif ferenciation : le fait pour une cellule de 
reacquerir une foncbion specialisee qu'elle a precedemment 
perdue, suite a une dedif ferenciation . 
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Dedif f erenciation ou retrodif ferenciation : le 
fait pour une cellule specialises de regresser vers une 
forme embryonnaire moins specialisee. La dedif ferenciation 
comporte la perte, teraporaire ou definitive, des 
5 caracter istiques genotypiques et/ou phenotypiques 

differenciees que ladite cellule specialisee ait pu 
acquerir au cours de son d&veloppement . La 
dedif f6renciation est soit un processus adaptatif 
impliquant que le phenotype differencie peut etre atteint 
10 en administrant les inducteurs adequats , ou bien seiectif, 

impliquant alors que les cellules precurseurs ont ete 
choisies en raison de leur potentiel proliferatif plus 

%o eieve. 

Transdif ferentiation : II s'agit d'un processus 
■iff 5 biologique de reprogrammation de 1' expression genetique 

|H depuis un phenotype cellulaire vers un autre. La 

_ transdif ferenciation comprend une premiere etape de 

% s dedif ferenciation et une deuxieme etape de 

fill. redif ferenciation . 

: M&0 Cellule souche : Cellule ayant des capacites 

ill autoreplicatives illimitees, susceptible de produire au 

moins une descendance hautement differenciee de cellules 
unipotentes/bipotentes/multipotentes/pluripotentes/totipote 
ntes . 

25 Cellule dedif f erenciee : toute cellule qui 

n'exprirne ni le phenotype de la cellule originals ni celui 
des cellules subsequentes differenciees. 

Cellule precurseur epitheliale : Cellule 
susceptible de se dif f erencier, inais seulement pour devenir 

30 une cellule appartenant a son propre type tissulaire 

epithelial/ et non a un autre* Les cellules precurseurs 
canalaires appartiennent a cette categorie. 
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Cellule beta : cellule des Hots de Langerhans 
du pancreas qui secrete 1' hormone insulins en reponse au 
glucose et autre secretogogues. 

5 Les inventeurs ont effectue d' importants 

travaux de recherche afin de prouver, tant au niveau 
moleculaire, comme au niveau proteique, que sous des 
conditions de culture ad^quates, les cellules exocrines de 
pancreas se dedif f erencient en cellules pr£curseurs , 
10 portant un ph€notype caracteristique des cellules 

epitheliales canalaires. La rediff erenciation post£rieure, 
dans des conditions de culture adequates, de ces cellules 
%y precurseurs exocrines permet la preparation, en grande 

;Jfi quantite, des cellules insulino-s^cretr ices Lesdites 

1*5 cellules epitheliales canalaires re-exprirnant le facteur 

IPF-1, un marqueur specif ique des cellules b£ta insulino- 
s ~ secretrices, 

fy Des manifestations in vivo de cette 

j4o dedif f Erenciation cellulaire avaient deja ete observees in 

rT vitro, mais les inventeurs l'ont pour la premiere fois 

reproduit in vitro et l'ont utilise dans le but d'obtenir 
une source abondante de cellules pancreatiques precurseurs 
endocrines. Le procede qu'ils ont mis en ceuvre ouvre la 
25 voie a des innovations cliniques importantes dans le 

domaine du traitement th^rapeutique de pathologies 
pancreatiques, notanunent du diabete, Le nouveau procede 
d' obtention de cellules insulino-secret rices par 
transdiff erenciation mis en ocuvre dans le cadre de 
30 1' invention procure une source abondante de precurseurs de 

cellules beta. Ceci permet d'envisager aisement d' une part 
une therapie allogenique des pathologies pancreatiques, 
notamment du diabete et d' autre part, a une therapie 
cellulaire autologue. En effet, une pancreat ect omie 
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partielle permettra a partir d' un fragment reduit du 
pancreas du patient de produire, par le procede de 
1' invention, des cellules insulino-secretrices autologues 
en quantite suffisante pour restaurer les fonctions 
5 pancreatiques . 

La pr^sente invention met en oeuvre un proc6d£ 
d' obtention in vitro de cellules insulino-secretrices 
partant d'une preparation de cellules pancreatiques de 
1° pancreas adulte, eventuellement d^pourvu de cellules 

endocrines . 

=jy Le proc6d6 d' obtention de cellules insulino- 

%~ s6cr6trices de 1' invention est remarquable car il 

ill 5 s'effectue precisement a partir de la population cellulaire 

2; exocrine qui compte pour plus de 95% des cellules presentes 

.» dans le tissu pancreatique et non £ partir des seules 

^ cellules souches isolees. 

JJO II est ainsi possible d' obtenir par cette voie 

£1 jusqu'a 1,5 milliard de cellules precurseurs canalaires & 

partir d' un seul pancreas humain, soit 100 000 fois plus 
qu'a partir des canaux pancreatiques eux-memes. 

25 Ainsi, 1' invention se rapporte a un proc6d6 

d' obtention in vitro de cellules insulino-secretrices de 
mammifere, caract£rise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) la preparation des tissus pancreatiques de 
30 mammifere par pr616vement de pancreas , 

b) la dissociation des tissus pancreatiques 
obtenus a 1'etape (a) en cellules pancreatiques isolees, 
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c) eventuellement 1' elimination de cellules 
endocrines des cellules pancreatiques isolees obtenues & 
1' etape (b) , 

d) 1' induction de la dedif f 6renciation des 
5 cellules isolees a l r etape (c) en cellules precurseurs 

canalaires, 

e) 1' induction de la redif f erenciation des 
cellules pr6curseurs canalaires obtenues a 1' etape (d) en 
cellules insulino-s&cr6trices. 

10 

Selon un mode pref6r£ de rnise en oeuvre du 
O proc6d6 de 1' invention, la dissociation des tissus 

^ pancreatiques a l'etape (b) est e££ectu6e au moyen d'une 

IP digestion enzymatique. 

3 5 

ill Avantageusement/ les cellules pancreatiques 

*" isolees & l'etape (b) sont depourvues de cellules 

O endocrines avant l'6tape (d) d' induction de la 

Jlj dif ferenciation dans une etape (c) . 

y*f Avantageusement 1' elimination des cellules 

endocrines des cellules pancreatiques de l'etape (c) est 
effectuee au moyen d'une centrif ugation en gradient de 
density . 

25 Pref &rentiellement , 1' Elimination des cellules 

endocrines des cellules pancreatiques a l'etape (c) est 
effectue par retrait de la fraction de cellules endocrines 
recuperee dans la gamme de densites comprise entre 1,027 
g/1 a 1,104 g/1, de preference entre 1,045. g/1 a 1,097 g/1. 

30 

Tout pref erent iel lement les cellules 
pancr6atiques depourvues de cellules endocrines obtenues a 
l'etape (c ) sont des cellules exocrines recuperees dans le 
culot du gradient de densite. 
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Selon un autre mode de raise en oeuvre du procede 
de 1' invention, 1' elimination des cellules endocrines & 
l'etape (c) est effectuee au moyen d'un separateur de 
5 cellules. 

Avantageusement la dedif f erenciation de l'etape 
(d) comprend les sous-etapes suivantes: 

i) la raise en culture des cellules obtenues k 
10 l'etape (c) & une concentration cellulaire comprise entre 

1x10 s cellules/ml et lOxlO 6 cellules/ml, de preference 
g entre 2x10 s cellules/ml et 6xl0 6 cellules/ml, dans un 

'2 milieu de culture comprenant : 

If] " du glucose a une concentration comprise entre 

y5 lg/1 et 10 g/1, de preference entre 2g/l et 5 g/1. 

|.y - eventuellement du serum, choisi parmi le 

- y serum de veau foetal, du s£rum bovin ou du s&rum humain, a 

13 des concentrations superieures a 8%, de preference 

* comprises entre 10% et 15% , final en volume • 

§JtO - un melange d'insuline, transf errine, s£l<§nium 

O utilise a une concentration comprise entre 0,2% et 3%, de 

preference entre 1,0% et 2,5%, 

- eventuellement des facteurs empechant la 

croissance des fibroblastes & une concentration comprise 
25 entre 20 pg/ml et 100 -pg/ml, de preference entre 30 pg/ml 

et 60 pg/ml, 

eventuellement des ant ibiot iques , des 

antif ongiques , 

pendant une duree comprise entre 4 a 9 jours, 
30 de preference de 5 a 7 jours, 

ii) la recuperation des cellules precurseurs 
canalaires obtenues & 1'etape (i) . 
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Avantageu sement 1' induction de la 
redif f erenciation de l'etape (e) comprend les sous-etapes 
suivantes : 

i) Eventuellement le d& col lament des cellules 
5 pr^curseurs canalaires obtenues a l'etape (d) 

ii) la mise en culture des cellules precurseurs 
canalaires obtenues & l'etape (i) a des concentrations 
cellulaires comprises entre 3,5xl0 5 cellules /25cm 2 et 4xl0 6 
cellules/25cm 2 , de preference de 7 x 10 s cellules/25 cm 2 a 3 

10 xlO 6 cellules/25cm 2 , dans un milieu de culture comprenant : 

- du glucose & des concentrations comprises 
rj entre lg/1 et 10 g/1, de preference entre 2 g/1 et 5 g/1. 

- 6ventuellement du serum, choisi parmi le 
m. serum de veau foetal, du serum bovin ou du serum humain, & 
fSb des concentrations superieures & 2,5%, de preference 
l s g comprises entre 5% et 15%, final en volume. 

^ - eventuellement un melange d'insuline, 

f*s transf errine, s61£nium utilise A une concentration comprise 

CT entre 0,2% et 5 %, de preference entre 0,5% et 2%, 

JJo - eventuellement des antibiotiques et des 

O ant if ongiques, 

- eventuellement en presence d'une matrice, 
pendant une dur£e comprise entre 12 heures et 

36 heures, 

25 iii) le retrait dudit milieu de culture, et des 

cellules non adherentes eventuellement presentes, 

iv) la mise en culture des cellules obtenues & 
l'etape (iii) dans un milieu de culture tel que celui 
utilise a l'etape (i), comprenant eventuellement des 
30 facteurs de croissance, 

pendant une duree comprise entre 4 et 12 jours, 
de preference entre 5 et 10 jours, 

pour obtenir des cellules endocrines insulino- 
secret rices, et 
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v) la recuperation des cellules insulino- 
s&cr£trices obtenues a l'etape (iv) . 

Selon une mise en oeuvre prefere ciu procede de 
5 1' invention, le decollement des cellules a la sous-etape 

(i) de 1'etape (e) est effectue avec de la trypsine/EDTA a 
des concentrations comprises entre 0,01% et 0,1% de 
trypsine, de preference de 0,015 et 0,03 et d' EDTA 
comprises entre 0,1 mM et 1 mM de pr6f6rence de 0,25mM et 
10 0,75 mM 

g Selon un mode de realisation prefere du procede 

de 1' invention la raatrice mis en ceuvre pour la culture des 
Ifs cellules a la sous-tape (ii) de l'etape (e) est choisie 

■Gb parmi le collagene type IV, 804G, le collagene type I, le 

la Matrigel ou ses equivalents connus de l'homme du metier. 

?* 3 Avantageusement , les tissus pancreatiques 

CP disseques a l'etape (a) sont obtenus a partir du pancreas 

JT^O d'un adulte humain en etat de mort cerebral. 

De preference, les tissus pancreatiques 
disseques a l'6tape (a) sont obtenus & partir d'un fragment 
d'un pancreas d'un patient vivant atteint d'une pathologie 
25 pancreatique et tout pref erent iellement a partir d'un 

fragment d'un pancreas d'un patient vivant atteint d'un 
diabete. 

L' invention concerne 6galement des cellules 
30 insulino-secretrices preparees par le procede de 

1' invention . 

L' invention concerne egalexnent 1 ' utilisation 
des cellules insulino-secretrices pr&par6es par le procede 
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10 



30 



de 1' invention pour la fabrication d f une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des pathologies 
pancreatiques humaines, et plus particulierement destinee 
au traitement du diabete. 

L' invention a egalement pour objet une methode 
d' administration des cellules insulino-secretrices 
preparees selon le procede de 1' invention au moyen d'un 
catheter intraportal percutane. 

L' invention a egalement pour ob j et un pancreas 
bioartif iciel constitue par les cellules insulino- 
s6cr£trices pr£par6es selon le procede de 1' invention 
cultivees apres macroencapsulation selon des procedes 
connus en soi de l'homme du metier. 



l ¥ Les inventeurs ont effectue d' importants 

O travaux de recherche visant & prouver qu'une population de 

jj: cellules pancreatiques exocrines non-beta 1 peut etre 

|io ef f ectivement obtenue in vitro, a partir du tissu 

pancreatique exocrine . 

En premier lieu, la preuve de la 
dedif ferenciation cellulaire in vitro des cellules 
25 exocrines pancreatiques, dans un milieu de culture adequat 

a ete apportee par verification de la perte quasi complete 
d' expression d' amylase et une augmentation de 1' expression 
de marqueurs canalaires (cytok^ratine 19, cytokeratine 7, 

carbohydrate antigen 19—9) . 



Pour la premiere £ois les travaux que les 
inventeurs ont effectues ont demontr& une re-expression du 
facteur-1 promoteur de l'insuline (IPF-1) ou de ses 
equivalents: la sequence homeotique pancreatique duodenal 
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(PDX-1), la sequence homeotique d' Hot duodenal 1 (IDX-1) , 
le facteur 1 de transact ivation de la somatostatine (STF-1) 
par les cultures cellulaires pancreatiques au niveau 
proteique et ARNiru 

5 

Le facteur IPF-1 est une proteine homodomaine 
essentiellement presente dans les cellules beta 
dif f erenciees du pancreas adulte (Ohlsson H. et aL vx IPF- 
1, a homeodomain-containing transactivator of the insulin 
10 gene" ; The EMBO journal, 12 :4251-4259, 1993) , 

fonctionnant comme regulator principal de phenotype b. 

^ L' expression d' IPF-l/PDX-1 est conservee dans 

m des cellules beta humaines qui ont perdu leur capacit6 & 

JdtS exprimer de l'insuline, apres une expansion de 30 000 fois. 

iy Durant l'ontogenie pancreatique, 1' expression 

n du facteur IPF-1 au niveau des canaux primitifs apparait 

* comme essentielle pour la formation de cellules endocrines 

|J20 et exocrines chez la souris (Johnson J. et al* vx Insulin- 

p promoter-factor 1 is required for pancreas development in 

mice"- Nature 371:606-609, 1994) et chez 1'homme (Stoffers 
D, A. et al. * Pancreatic agenesis attributable to a single 
nucleotide, deletion in the human IPF1 gene coding sequence 
25 Nat. Genet. 15:106-110, 1997, son absence conduit a une 

agenesie pancreatique. Le facteur IPF-1 est egalement re- 
exprim<$ de maniere significative dans les cellules 
canalaires en cours de proliferation durant la regeneration 
pancreatique chez 1c rongeur adulte. Les auteurs ont 
30 r6cemment mis en evidence 1' expression d' IPF-1 au sein des 

canaux humains adultes pancreatiques des patients avec une 
nesidioblastoses Par consequent, le facteur IPF-1 s'avere 
etre un marqueur des cellules canalaires qui recuperent 
leur pluripotence pour se redif f erencier ult6rieurement en 
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n' importe quel type cellulaire pancreatique (Sharma A. et 
al. w The homecdomain protein IDX-1 increases after an 
early burst of proliferation during pancreatic regeneration 
". Diabetes 48:507-513, 1999. 
5 Etant donne que 1' expression du facteur IPF-1 

dans des cellules canalairos adultes semble etre une 
condition prealable pour leur redif f erenciation en cellules 
b&ta dans les modeles animaux, 1' expression du facteur IPF- 
1 dans les cellules canalaires humaines en culture fournit 
10 une evidence de leur redif f erenciation potentielle et 

prouve que ces cellules sont des candidats precurseurs 
2 endocrines . 

""-lib? 

13 La redif f erenciation posterieure, dans des 

y\S conditions de culture adequates, de ces cellules 

pj precurseurs endocrines permettront la preparation, en 

■® grande quantity, des cellules insulino-secretrices ♦ 

ftj D'autres avantages et caracteristigues de 

5?o l f invention apparaitront a la lecture des exemples et des 

JU figures qui suivent rapportant le travail de recherche 

ayant permis de verifier que dans les conditions de culture 
utilisees, on induit la dediff erenciation in vitro des 
cellules pancreatiques exocrines en cellules precurseurs 
25 canalaires. Ce sont ces cellules precurseurs canalaires qui 

sont ensuite r6dif f £renciees en cellules endocrines, 
insulino-secretrices . 

La figure 1 represente un schema de 
30 l'embryogenese pancreatique avec 1' identification de 

l'origine des differents tissus pancreatiques et les 
marqueurs qui identifient les changements phenotypiques 
ceilul aires mis en oeuvre dans le cadre de 1' invention. 
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La figure 2 est un schema du precede de 
preparation de cellules insulino-secretrices mis en ceuvre 
dans le cadre de 1' invention. 



10 



35 



La figure 3 illustre la transition phenotypique 
des cultures determine par une technique de slots blot. 

La figure 4 montre 1' expression de l'ARNm 
determinee dans les preparations de cultures exocrines. 

La figure 5 illustre 1'analyse 
immunohistochimique, par Western Blot et les resultats PCR- 
RT des preparations exocrines avec 1' immunomarquage 
specif ique des antig&nes canalaires CK19, CK7. 



W Cellules prfecurseurs canalaires humaines. 

Ees cellules humaines presentant un phenotype 
O de cellules precurseurs canalaires sont obtenues en culture 

sTs s partir de preparations pancreatiques. Des pancreas 

p0 humains ont 6te preleves a partir de donneurs humains 

adultes en etat de mort cer§brale- Les pancreas ont ete 
eventuellement distendus avec 80 ml d'une solution froide 
de collagenase (0,5 mg/ml, Liberase® ou de la Collagenase 
de type P, Roche Diagnostics, Meylan, France) , diluee dans 
25 du milieux Hanks. 



Les pancreas sont dissocies selon la methode 
automatis^e de Ricordi (Ricordi, C. * Automated method for 
isolation of human pancreatic islets Diabetes 37 :413- 
30 420, 1988. avec quelques modifications (Kerr-Conte, J. et 

al. M Simple dithizone-stained multilayer test for 
selection of density gradient before human islet mass 
purification Transplant Proc. 26:4013-4015, 1994), Apres 
la selection des densites conduisant a une separation 
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optimale, les Hots sont isoles par purification sur 
gradient discontinu de EuroFicoll® ou Histopaque® avec un 
separateur de cellules COBE 2991. 

5 La fraction exocrine est recuperee dans le 

culot, lavee trois fois dans de la solution de Hanks' f en 
mise en culture, a raison de 2xl0 6 cellules k 6 xlO s 
cellules par bolte de culture de 75 cm2, dans du milieu de 
culture Dulbecco minimum essentiel {DMEM, avec 3g/l de 
10 glucose) , contenant 10% de serum de veau foetal (FCS, 

^ Laboratoires Eurobio, Les Ulis, France), 1% d'insuline, 

ss:? 

| transferrine, selenium (ITS,),et 50 ug/ml de Geneticine© 

y (G418) afin de limiter la croissance de f ibroblastes . 

P Apres 12 heures d' attachement et tous les 

y deux/trois jours, le milieu de culture est chang&; les 

cultures monocouches sont maintenues pendant 2 semaines. 

U Proliferation cellulaire 

4° Afin de verifier la proliferation cellulaire, 

& estimee dans les preparations exocrines, un pCi/ml de 

thymidine tritiee est ajoute au milieu de culture aux jours 
1, 1,5, 2, 3, 4, 6 et 10. Les cellules ainsi traitees ont 
et<§ lavees, precipitees avec de 1'acide trichloracetique 
25 soniquees et solubilisees dans de l'hydroxyde de sodium 

(0,5M) et comptees dans un compteur beta apres y avoir 
ajoute du liquide de scintillation. Le nombre de coups par 
minute (cpm) a ete exprime par rapport £ L'ADN, mesure avec 
le reactif PicoGreen®. 

30 

RNA 

L' expression 
ont et<& estimes par 
preparations de cellules 



d'IPF-1, insuline, et beta-actine 
une reaction RT-PCR sur les 
exocrines . 
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L'ARN total a ete isole avec du RNAzol® B et 
quantifie par spectrophotometrie (260 nm). L'ADNc a ete 
synthetise a partir de 2 pg d'ARN total avec des ainorces 
oligo (DT) 12-18 et une transcriptase inverse (M-MLV) - La 
5 reaction PCR a ete effectuee sur un aliquote d f un pi du 

produit de la reaction de RT en presence de 200 mM dNTP, 
1,5 mM MgC12, des amorces: 2 5 pM (IPF-1) ou 5pM (beta- 
actine)et 5U d'ADN polymerase AmpliTaq. Les jeux d' ainorces 
incluent des amorces pour 1' amplification de IPF-1 : 
10 5' CCATGGATGAAGTCTACC-3' , 5' -GTCCTCCTCCTTTTTCCAC-3 ' ; des 

amorces pour l'insuline : 5' -TGTGAACCAACACCTGTG-3' , 5'- 
O CGTCT AGTTGCAGTAGT-3 ' ; et des amorces pour la beta-act ine : 

5'- ATCATGTTTGAGACCTCCAA-3 ' , 5' -CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3 ' . 

M$ La reaction PCR est effectuee dans un appareil 

W a PCR prograinmable avec 35 cycles pour 1' IPF-1 (94°C :une 

" minute /52°C :une minute /72°C : une minute) et avec 27 

13 cycles pour l'insuline (94*C : 30 secondes /53°C : 1 minute 

fn / 72 °C : 30 secondes) . Tous les produits PCR sont soumis a 

#=&0 une 61ect rophorese sur un gel d' agarose a 2%, Aprbs 

£7 digitalisation avec une camera digital & integration (CDD) 

(COHU 4912) , les intensites des bandes, exprirnees en Unites 
Arbitraires, sont quantifiees au moyen du logiciel 
GelAnalysts® version 3.01 FR (GreyStone-Iconix) . 
25 L' expression de chaque produit specif ique est normalisee 

selon les niveaux du controle interne constitue par 
1' expression de bdta-actine. 

Proteine 

30 Unc cinetique d'expression d' amylase, 

cytok&ratine 19, et IPF-1 a ete effectuee sur les extraits 
proteiques des cultures- 
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Pour la realisation des techniques de Slot et 
Western Blot, les cellules exocrines cultivees sont 
trypsinisees (0,025% trypsine-SmMEDTA) dans du tampon de 
Hank's exempt d'ions Ca++/Mg++ (Sigma-Aldrich) et lavees 
5 dans le milieu de culture. Les cellules sont homog6n£is6es 

dans de la glace dans un tampon salin phosphate-tamponne 
(PBS) supplements avec du glucose 0,25 M et lysees par 
ultrasonication, Les concentrations en proteine ont £te 
mesurees avec le reactif acide bicinchinique . Pour les 
io slots blots, les proteines totales (25 ug) ont 6t6 deposees 

sur des membranes de nitrocellulose en utilisant l'appareil 
O de filtration Slot Blot Filtration manifolds (Amersham Life 

Science) . Les membranes ont ete saturees avec 5% de lait 
IP dans du PBS, incubees avec des anticorps diriges contre 

3s 1' amylase, la chromogranine A, le facteur IPF-1, la 

W cytokeratine CK19, dans du tampon de saturation dilue 

1" (1:10) durant deux heures. Les membranes ont ensuite ete 

O lavees deux fois avec du PBS et incubees avec une solution 

21 contenant un anticorps secondaire marque avec de la 

f^o peroxydase de radis dilute l/2000&me dans la solution de 

saturation diluee (1/10) pendant une heure. Apres lavage 
dans du PBS, la liaison des anticorps est visualis6 avec le 
reactif d' augmentation de la luminescence (Kit ECL(S>, 
Amersham) . Les intensites des spots ont ete quantif iees 
25 avec l'appareil Image quant 5.0 (Molecular Dynamics) et 

exprim6es en Unites Arbitraires ( Phosphoimager) , Pour le 
Western blot, une quantite totale de 50 yg de proteine a 
ete separ^e par 61ectrophorese dans un gel de 
polyacrylamide contenant 10% de sodium dodecyl sulfate et 
30 transferee sur une membrane de fluorure de polyvinylidene 

(PVDF, Amersham) - La saturation des membranes et la 
reaction d' immunochimioluminescence ont <§L6 effectuees 
comme decrit precedemment . 
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ImmunohistochiTnie 

L ; immunohistochimie a ete effectuee sur des 
cellules fix&es dans de l'6thanol froid a 80% {-20°C, 10 
minutes), avec des cytocentrif ugeuses, fixees dans du 1% 
5 paraformaldehyde (PFA) ou sur des sections en paraffine de 

tissu pancreatique fixe immediatement apres collecte dans 
de la formaline 10% ou du PFA. 



Les anticorps (IPF-1, cytokeratine 19 et 7 
10 insuline / chromogranin A) sont reveles avec le systeme 

Envision® (Dako), en utilisant divers substrats 
O chromogeniques, soit de la 3,3' diaminobenzidine (DAB) , 

"2 soit du 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC) , soit du Phtaloblue 

Ip (Histomark Blue®) . Les noyaux sont contrecolores avec de 

35 1' hematoxyline de Carazzi. 

Iy Apoptosis 

g L'apoptose cellulaire specif ique des acini est 

evaluee apres immunomarquage avec des anticorps anti- 
■§J20 amylase visualise avec un anticorps de ch&vre biotinyle 

M dirig6 contre les anticorps de lapin (KPL, Gaithersburg, 

MD, USA) et de la streptavidine conjuguee avec de 
1' isothiocyanate de fluoresceins (streptavidine- 
FITC) ( Sigma-Aldr ich ) . Les alterations nucleaires 
25 apoptotiques sont visualis^es avec du Hoescht 33258 -5 

pg/ml 10 minutes, 37 °C, Sigma-Aldr ich) ♦ 



Adherence selective des cellules Pour exclure 
que des cellules non acineuses adherent de fagon 
30 pref erentielle, les cellules positives a 1' amylase par 

rapport au nombre total de cellules (noyaux) ont et6 
denombre dans les boites avant et apres 12 heures de 
culture. 
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Le nombre de cellules acineuses dans la 
fraction en croissance est determine par un double marquage 
de cellules cytocentrif ugees apres 12 heures et deux jours 
de culture avec de 1' amylase et du Ki-67 qui marque les 
5 cellules dans routes les phases de leur cycle de croissance 

except^es les cellules en phase GO, 

Resultats 

Les clusters cellulaires humain exocrins 
10 adherent apres 12 heures de culture et s'etalent 

progressivement pour former des cultures monocouche. La 
p proliferation cellulaire determinee par 1' incorporation de 

€1 thymidine tritiee (3K) augmente rapidement, avec un pic 

apres trois jours et seulement apres une diminution lente 
Cb de 1' expansion. L' incorporation de thymidine (3H) exprimee 

|j en cpm/ug ADN x 103 !SEM (n=3) est: 40,5yM8,7 (jour 1), 

™ 79,3^24,2 (jour 1,5), 83,7^12,8 (jour 2), 95,4^5,4 (jour 

Q 3), 82,1^5,0 (jour 4), 42,9^21,5 (jour 6} et 68,5^5,1 

* (jour 10) - 

&> 

^ Les taux d'ADN et de proteine corr^lent avec 

les taux de proliferation avec la thymidine tritiee. La 
figure 3 illustre la transition ph&notypique des cultures 
determinee par les slots blots utilisant 25 jig de proteines 

25 totales issues des cultures* Les proteines sont exprimees 

en Unites Arbitraires d' integration. Cette figure 3 
illustre le chargement effectif en proteines confirm^ dans 
(n=3) les preparations en mesurant les taux de beta-actine 
entre les puits; il n'y a pas de differences statistiques 

30 tout au long de la culture, Cette figure represente les 

analyses par Slot Blots sur 25 ug de proteine totale. Les 
niveaux de beta-actine ont ete mesur6s a partir de 3 
preparations comme standard interne f controlant la quant ite 
de proteine chargee par puits. 
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La figure 3A ou le phenotype exocrine est 
revele avec 1 ' ant i-amylase (■), le phenotype canalaire 
avec I'anti-CK19 (□) , le phenotype endocrine avec l'anti- 
chromogranine A (O), illustre les taux £lev£s de proteine 
5 amylase exprimees par les preparations exocrines apres leur 

isolement, alors que les taux des proteines canalaires 
(CK19) et endocrine (chromogranine A) sont inf6rieurs. Une 
reduction importante de la prot&ine amylase est observ6e 
apres un jour de culture, (92 ± 3,3, p<0,05 versus le jour 
10 1) .La figure 3B avec l'anti-IPFl (moyenne ± ESM, P<0,05 

v,s. jour 0), ou I'intensite des spots est exprimee en 
Q unite arbitraire apr£s integration numerique illustre des 

;5 slots blots qui prouvent que la proteine IPF-1 est presente 

IP a des taux infimes dans les preparations exocrines apr&s 

3? 1' isolement augmentent durant leur culture, et restent 

|ij 61ev<§es. La figure 3C montre les Western blots 

representatif s de cinq pancreas humains, revele que la 
Q bande de 46 Kilodalton caracteristique de la proteine IPF-1 

2t ©st faible ou indetectable immedia tement apr&s 1' isolement 

§,30 des cellules exocrines (jour 0) et s'intensifie au fur et a 

mesure de leur culture. Les resultats de Western blot sont 
confirmes avec deux anticorps anti-IPF-1 differents dirigds 
contre les domaines C-terminal et N-terminal. La figure 3D 
illustre 1' etude cinfetique obtenue en utilisant une 
25 visualisation plus sensible avec la trousse ECL plus et un 

analyseur d' images Phosphoimager®, soulignant que cette ^ 
augmentation en proteine IPF-1 (3,2 fois) se manifeste i~: 
rapidement dans les deux premiers jours de culture. 



30 



La figure 4 montre 1'expression de l'ARNm 
determinee dans les preparations de cultures exocrines 
(n=5) , normalisees pour 1' expression de beta-actine 
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La figure 4A illustre les produits de PCR avec 
les bandes specifiques de l'IPF-1 (262 pb) et de la beta- 
actine (314 pb) . 

La figure 4B illustre que 1' expression moyenne 
5 d' IPF-l/beta-actine est faible avant la culture et que 

celle-ci augmente rapidement de 10,5 fois apres 3 jours 
(n«5, p<0,001) par rapport au jour 1 et reste elevde, avec 
des taux d' expression huit fois superieur, au bout d'une 
semaine et sept fois supdrieur au bout de deux semaines en 
JO comparaison au jour 1 (9=0,08 versus jour 1 ; p<0,001 

versus jour 0) . 

* La figure 4C ou (O) represente 1' expression de 

■ip 1'insuline normalisee par rapport a la b<§ta-actine (n=5 ; 

P>0,05 compare au jour 0) et (■) represente 1' expression 
til de insulin ^ a partir de preparations endocrines purif iees 

111 (n-5) , illustre la determination de l'ARNm de 1'insuline 

^ dans les preparations exocrines afin de contrdler la 

contamination avec des population de cellules endocrines 
:2b durant la culture (des Hots (n=4, 71 ± 6% purs) sont 

O utilises en tant que controle positif ) . Les taux d'ARNm 

dans les cultures exocrine demeurent inferieurs (par 
exemple entre 7% (jour 0) et 2,5% (jours 3, 7) k ceux des 
ilots controle. II n'a pas et6 observe des differences 
25 signif icatives entre les taux des jours JO, J3 ni J7 . 

La figure 5 illustre 1' analyse 
immunohistochimique, complement aire du Slot blot, du 
Western Blot et des resultats PCR-RT montrant que la 
culture des preparations exocrines durant une semaine 
30 conduit a la perte de r immunomarquage specif ique de 

1' amylase (non montre), et a une augmentation du marquage 
des antigenes canalaires CK19, CK7. 

La figure 5A illustre qu' apres 7 jours de 
culture, les cellules montrent un phenotype canalaire 
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revele avec un marquage dominant pour 1' expression du CK19 
Le marquage de 1'insuline est toujours negatif dans les 
preparations exocrine cultivees, par consequent, le 
marqueur neuroendocrine Chromogranine A a <§t& employ^ pour 
5 evaluer la contamination des preparations exocrines avec 

des ilots. La figure SB (fleche) illustre que la 
contamination avec des cellules endocrines est limit&e et 
demeure inferieur ci 5%, k la fois dans les preparations 
initialed ainsi qu'au terme de la culture. Un double 
10 immunomarquage a ete effectue pour etablir que la plupart. 

de cellules dans les cultures derives des preparations 
q exocrines sont des cellules canalaires (cellules CK19/CK7 

positives) et IPF-1 positives soit dans le compartiment 
if? cytoplasmique , soit dans le compartiment nucleaire (CK 

€3 5 7/IPF-l, illustrfees Figure 5C) - Les rares cellules IPF-1 

i'.'t positives et CK 7 negatives (tete de fleche) correspondent 

111 vraisemblablement a des cellules beta contaminantes . 

%J Afin d'exclure une adherence selective du tissu 

|jio exocrine, les inventeurs ont compare les preparations 

Q immunomarquees avec de 1' amylase /Hoescht avant le jour JO 

" et 12 heures apres leur mise en culture • 

Environ 60% (n=2, 59%±1 en triple) de la 
totalite des cellules presentent t une coloration a 
25 1' amylase au jour JO (done 41% non acineuses) et ce 

pourcentage demeure identique apres 12 heures de culture. 

L'apoptose est surveille par immunomarquee avec 
un anticorps anti-amylase/Hoescht 33258 (n=2) 



30 



Les signes nucleaires d'apoptose ont ete 
vir tuellement absente des cultures exocrines, en 
particulier durant le changement principal phenotypique 
(Jour 3) . Au jour 5, un petit norabre de cellules en culture 
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presentent des noyaux en forme de demi-lune, indicateurs 
d'un processus d'apoptose, cependant ils demeurent negatifs 
pour la coloration avec l'annexine V, un marqueur precoce 
de 1'apoptose 

5 inversement, un double immunomarquage des 

preparations apres 12 heures et apres deux jours (n=2) pour 
1' amylase et Ki-67, un antigene nucleaire exprime durant 
toutes les phases du cycle cellulaire excepts GO , montre 
que la plupart de cellules acineuses foment partie de la 
10 fraction en croissance. Au bout d' environ 12 heures de 

culture, 40% de la totalite des cellules son des cellules 
g acineuses dans le cycle cellulaire (Amy+/Ki-67+) , 15% son 

^0 des cellules acineuses qui ne sont pas en cycle (Amy+/Ki- 

£fi 67-) , 43% des cellules sont des cellules non-acineuses en 

y5 cycle (Amy-/Ki-67 + ) , ainsi, seulement 17% des cellules 

til sont an phase GO du cycle cellulaire et sont par consequent 

Ki-67 negatives. Apres deux jours de culture, lorsque 
ri 1' expression de 1' amylase est encore visible par des 

^ techniques immunohis tochimiques et les niveaux de 

ij20 proliferation (thymidine tritiee) sont proches des pics, 

13 51,5% des cellules sont des cellules acineuses (Amy+/ki-67- 

), 42% des cellules sont de cellules non-acineuses en cycle 
(Amy-/Ki-67+) . 

Le role du facteur de transcription IPF-1 dans 
25 la neogenese des Hots est supporte par son expression 

accrue dans les canaux pancreatiques, le site des 
pr6curseurs cellulaires endocrines, dans plusieurs modeles 
de regeneration pancreatique . 1/ expression du facteur IPF-1 
dans des cellules canalaires recemment divisees appuie 
30 l'hypothese que toutes les cellules canalaires adultes 

peuvent recuperer leur pluripotence (par exemple leur 
capacite de cellules souches) , (Bonner-Weir S, et al. M 
Partial pancreatectomy as a model of pancreatic 
regeneration" In Pancreatic Growth and Regeneration. 
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Sarvetnick N. Ed- Paris, Karger Landes Systems, 1997, 
p. 138-153) - 

Le role d6cisif du facteur IPF-l/PDX-1 dans la 
dif f 6renciation cellulaire endocrine de cellules 
endodermales digestives a et6 r£cemment confirme dans le 
foie (Ferber S et al. Pancreatic duodenal homeobox gene 1 
induces expression of insulin genes in liver and 
ameliorates streptozotocin induced hyperglycemia Nature Med 
6: 568-572,2000) . 



La transition des preparations cellulaires 
% 5 exocrines en culture vers un phenotype canalaire a &t& bien 

caract6ris6 dans diverses especes, mais le mecanisme exact 
V qui y est implique demeure controversy. La ligation du 

J35 canal de rat est suivie d' une deletion apoptotique des 

W cellules acineuses simultanement a une proliferation de 

1™ cellules canalaires. Logsdon et al., travaillant sur des 

O cellules acineuses de souris ont egalement montre une perte 

^ substantielle de tissu exocrine (ADN, proteines) pr6cedant 

t*£0 la proliferation cellulaire. 

Inversement, lors des experiences men&es par 
les inventeurs dans le cadre de la presente invention, les 
augmentations rapides de la proliferation cellulaire, des 
25 taux d'ADN et de proteine observees immediatement apres 

rattachement cellulaire (12 heures) sont correlees avec 
r augmentation initiale des marqueurs cellulaires 
canalaires et avec la chute des .niveaux d' amylase. 

30 Un attachemenb selectif des cellules canalaires 

et la mort et/ou apoptose des cellules acineuses ne peut 
pas expliquer ces faits dans le modele humain car la 
proportion de cellules amylase positives initialement 
presentes dans les preparations demeure identique apres 12 
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heures de culture lorsque les plaques sont lav6es des 
cellules non attachees. Alternativement , cette perte rapide 
de 1' amylase peut §tre due a une diminution des taux 
d' amylase dans les cellules acineuses . 

5 

Aucune des methodes utilisees pour evaluer 
l'apoptose, incluant des marqueurs precoces et tardifs, ne 
d^tecte des niveaux croissants d'apoptose durant la 
transition phenotypique (jour 3) . 

10 

Par contre, la presence precoce de cellules Ki- 
O 67/amylase positives dans les cultures invoque leur 

5 proliferation potentielle et confirme que la transition 

IP phenotypique advient avec la proliferation cellulaire telle 

/I? qu'il a ete demontre sur d'autres modules. 

*J* L' apparition d' un petit nombre de nuclei avec 

Q une forme de demi-lune est observ^e seulement apres 5 jours 

^ de culture, apres la transition phenotypique principal. 

|£0 1/ absence d' une apoptose significative dans ces cultures et 

2 la- presence de taux elev<§s de proliferation prouve que les 

cellules acineuses se sont dedif f erenci6es en cellules 
ay ant un phenotype canalaire, simultanement avec la 
croissance rapide des cellules CK19 positive pre- 
25 existantes . 

Ces cellules canalaires derivees des 
populations exocrines expriment des taux faibles ou 
inexistants de proteine IPF-1 ainsi que des taux faibles 
30 d'ARNm d' IPF-1 qui s' accroissent rapidement durant la 

culture. La bande de 46 kD, caract£ristique d' IPF-1 est 
confirmee par deux anticorps anti-IPF afin d'exclure la 
detection, par ces techniques sensibles, d f IPF-1 derives 
des fractions minimes de cellules endocrines contaminantes, 
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des quantifications simultan&es de l'ARNm de 1'insuline ont 
ete effectuees. Les niveaux de cet ARNm d'insuline sont 
initialement detectables dans les preparations lorsqu' ils 
sont compares avec les niveaux trouves pour les ilots, et 
5 demeurent pratiquement constants durant toute la periode de 

culture. 

L' immunohistochimie avec deux anticorps anti- 
IPF-1 localise 1' expression d'IPF-1 sur les cellules 
canalaires (CK-7 positives) . Seulexnent quelques cellules 
10 endocrines sont presentes (Figure 5) » En utilisant des 

marqueurs pan-neuroendocrins incluant la Chromogranine A et 
O la Synaptophysine, le nombre total de cellules endocrines 

,S dans la preparation initiale est estime a 4,7 !1, 8% de la 

2 preparation initiale et 3,510,8% des cellules apres 7 jours 

3-5 de culture (r^sultats non montres) . 

If La discordance entre cette faible (<5%) 

S3 contamination endocrine des cultures exocrines, et 

~ 1' intensite de 1' immunomarquage IPF-I et CK 19 (CK 7) 

1^0 contribuent & confirmer que le facteur IPF-1 ne provient 

?7 pas essentiellernent des cellules beta contaminantes CK19 

negatives . Les etudes de double marquage avec IFF-I et 
Synaptophysine (non montres) confirment ces donn6es. 

25 Les Westerns blots effectues avec des extraits 

de proteines totales isolees d' ilots humains purifies 
raontrent les deux formes de proteines avec la visualisation 
des deux bandes a 31 kD et 46 kD (donnees non montrees), 
revelees avec 1' anticorps dirige contre le domaine N- 

30 terminal de PDX-1. Les extraits de proteine k partir de 

preparations de cultures de cellules exocrines humaines 
montrent une bande principale a 46 kD et une bande 
cytoplasmique a 31 kD faible ou indetectable . 
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A difference cies cellules IPF-1 positives mais 
CK 19 negatives niontrees par Beattie et al. qui sont 
d'origine endocrine, la plupart de cellules dans les 
cultures derivees des cellules exocrines manif estent un 

5 phenotype canalaire (positive pour CK 19, CK 7 et 

carbohydrate 19-9 (resultats non montres) et sont 
simultanement IPF-1 positives. Les cultures initiales 
montrees par Beattie et al - etaient insuline et IPF-1 
positives, tres differentes de celles decrites dans les 

10 experiences menses dans le cadre de la presente invention, 

impliquant que les cellules IPF-1 positives de leur etude 
3 sont des cellules b§ta d£dif f 6renciees „ 



Ainsi, les inventeurs montrent que la 
^f$5 dedif f erenciation/transdif f erenciation rapide de cellules 

W exocrines in vitro est associee simultanement a 

1" l f augmentation des marqueurs canalaires et k la 

13 transcription du facteur IPF-1 tant au niveau de l'ARNm 

]r; comme au niveau de la proteine. 



